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RESUMEN

El presente estudio de investigacion, de disefio experimental, nivel explicativo y enfoque
cuantitativo, se realiz6 con el objetivo de evaluar el efecto antibacteriano in vitro del latex de
Hura crepitans (CATAHUA) sobre cepas de Staphylococcus aureus. Se utilizo el extracto de
latex de Hura crepitans a diferentes concentraciones 25%, 50% y 75% para los grupos
experimentales y como farmaco estandar se utilizd Doxiciclina (30mg/disco). Se evalud la
sensibilidad utilizando el método de disco difusion, Kirby- Bauer para medir los halos de
inhibicién, obtenidos a las 24 horas de incubacion en los diferentes grupos. Los resultados
obtenidos son: para el grupo estdndar Doxiciclina obteniendo un halo de inhibicion de 24.23 +
0.88 mm; para el extracto de 25% (11.77 + 0.61), 50% (14.76 + 0.89) y 75% (18.67 + 0.51). Los
resultados fueron sometidos a la prueba ANOVA post HOC Tukey, se aprecia que existe una
diferencia estadisticamente significativa en los 3 tipos de concentraciones. Se concluy6 que el
latex de Hura crepitans (CATAHUA) presentd efecto antibacteriano sobre cepas de

Staphylococcus aureus.

PALABRAS CLAVE: Hura crepitans, antibacteriano, latex, catahua, Staphylococcus

aureus



ABSTRACT

The present research study, of experimental design, explanatory level and quantitative
approach, was carried out with the aim of evaluating the in vitro antibacterial effect of Hura
crepitans latex (CATAHUA) on Staphylococcus aureus strains. The latex extract of Hura
crepitans at different concentrations 25%, 50% and 75% was used for the experimental groups
and Doxycycline (30mg / disc) was used as the standard drug. Sensitivity was evaluated using
the Kirby-Bauer diffusion disk method to measure the inhibition halos, obtained at 24 hours in
the different groups. The results obtained for the standard group Doxycycline obtaining an
inhibition halo of 24.23 + 0.88 mm.; for the extract of 25% (11.77 £ 0.61), 50% (14.76 + 0.89)
and 75% (18.67 £ 0.51). The results were subjected to the ANOVA post HOC Tukey tests, it is
appreciated that there is a statistically significant difference in the 3 types of concentrations. It
was concluded that the latex of Hura crepitans (CATAHUA) had an antibacterial effect on

Staphylococcus aureus strains.

KEY WORDS: Hura crepitans, antibacterial, latex, catahua, Staphylococcus aureus
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I. INTRODUCCION

Las plantas medicinales han sido utilizadas desde siempre y han demostrado ser
efectivas, con el paso del tiempo, han sido preparadas de diversas formas como por ejemplo
extracto crudo, incluso en la actualidad se las estudian los principios activos debidamente
aislados permitiendo encontrar posibles candidatos a farmacos para el tratamiento de
enfermedades causadas por elementos patogenos diversos, en los que se aprecia su accion
inhibitoria; gracias a esto, las plantas medicinales ocupan una posicion Unica, con repercusiones
directas en la salud de las personas; sin embargo, es necesario tener en cuenta la interaccion y

la influencia de la medicina moderna alopatica 2

Las enfermedades infecciosas son la segunda causa mas importante de muerte humana
a nivel mundial; por ejemplo, el Staphylococcus aureus (S. aureus) es un microorganismo
patdégeno humano, muy comun, que puede desencadenar diversas enfermedades infecciosas,
como el de la piel y tejidos blandos, endocarditis, osteomielitis, bacteriemia y neumonia letal.
S. aureus es un agente que mediante lesiones de epidermis simples o complejas se favorecen y
pueden penetrar a la dermis y tejidos mas profundos causando purulencias y abscesos; por su
amplia variacion pueden originar multiples enfermedades como infecciones invasoras

complejas de la dermis G,

La comprension profunda de la funcion y la contribucion de los determinantes de
virulencia de S. aureus en las infecciones, nos permitiran desarrollar estrategias anti virulencia
para contrarrestar la falta de una vacuna contra S. aureus y la escasez cada vez mayor de nuevos

antibidticos que funcionen contra este importante patdgeno ©.

Las infecciones por S. aureus son particularmente muy problematicas, debido al
frecuente incremento a la resistencia a los antibiéticos. En los aislamientos de S. aureus, se ha
logrado aislar el S. aureus resistente a la meticilina (MRSA) de gran importancia clinica. Las

infecciones por MRSA se acomparfian de un aumento de la mortalidad, la morbilidad y la
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estancia hospitalaria, en comparacion con las causadas por S. aureus sensible a la meticilina
(MSSA) ©,

La posibilidad de formar biopeliculas (biofilm) por las bacterias, se asocia con la
persistencia de las infecciones cronicas. Las biopeliculas se forman cuando las bacterias
encuentran una superficie en la que se adhieren y forman una matriz extracelular protectora que
hace que el tratamiento en estos microorganismos sea muy complejo, debido a la resistencia de
las estructuras de la biopelicula, es uno de los mecanismos que hacen que los microorganismos
sean resistentes a los antibidticos, etas bacterias pueden expandirse rapidamente en los humanos
ocasionando un problema mundial; los patdgenos muestran resistencia a los antibioticos
betalactamicos de primera linera como la ampicilina, penicilina y meticilina(MRSA), también
muestran resistencia a la vancomicina(VRSA) en este grupo estdn las bacterias de
Staphylococcus aureus en la cual se ven limitadas los tratamientos debido a su resistencia

maultiple que hay hoy en dia 7®),

Como lo menciona Ondusko D, en su investigacion:

Las constante investigaciones en busca de alternativas para la terapéutica de infecciones
de bacterias, ha llevado a poner la mira en las plantas medicinales, ya que gracias a la estructura
quimica particular y la accién biologica diversa que caracteriza a los constituyentes de los
productos naturales, abre nuevas areas de investigacion en los aspectos quimico- farmacoldgico,

farmacocinética y clinico ® 9.

La especie Hura crepitans L;(Euphorbiaceae), conocida como catahua, es un arbol de
gran tamafio con tronco espinoso y un latex con propiedades toxicas, usado como arbol
ornamental y de sombra; se les han descrito diversas aplicaciones terapéuticas a las hojas,
corteza, las raices y las semillas, tales como purgante, astringente y emolientes, usos

dermatolégicos, antimicético, antibacteriano y para el uso en la hipertension; de hecho, el latex

13



se usa como veneno para embadurnar las flechas usadas en la caza, se dice que hace que caigan
los dientes enfermos. Se sabe que la savia lechosa es un veneno para los peces, debido a la
presencia de huratoxina y hexahidrohuratoxina, dos lectinas con actividad hemaglutinante que

inhiben la sintesis de proteinas @9,

Los latices de varios miembros de las Euphorbiaceae son causticos y toxicos para los
animales, y a veces se han utilizado en la medicina popular. Es asi que el latex de Hura crepitans
L. (Hura brasilensis) presenta propiedades de hemaglutinacion y contiene una proteina, la
crepitina, que se considera similar a la ricina, de la purificacion del latex de la misma planta se
ha indentificado una proteina, también llamada crepitina, que tenia actividad hemaglutinante,
pero no mitogénica. De las semillas de H. crepitans se purificé una lectina mitogénica llamada
hurina; estos compuestos son metabolitos secundarios involucrados en la defensa de las plantas
que desempefian un papel clave en la reduccion del estrés oxidativo, que es una causa importante
de diversas enfermedades humanas, como el cancer, las enfermedades neurodegenerativas, la

diabetes y la obesidad “9.

Por lo antes expuesto se plantea la siguiente pregunta de investigacion: ¢Presentara
efecto antibacteriano in vitro el Latex de Hura Crepitan (CATAHUA) sobre los cultivos de

Staphylococcus aureus?

14



OBJETIVOS:
Objetivo general:

o Determinar el efecto antibacteriano in vitro del latex de Hura crepitans

(CATAHUA) sobre los cultivos de Staphylococcus aureus.

Objetivos Especificos:
o Determinar el tamafio de los halos de inhibicion segln la concentracion del latex

de Hura crepitans (CATAHUA) al 25%, 50% y 75% sobre cultivos de Staphylococcus aureus.

o Comparar los halos de inhibicion del latex de Hura crepitans (CATAHUA) a al
25%, 50% y 75% de concentracion con el estandar de referencia doxiciclina (30ug/disco) sobre

cultivos de Staphylococcus aureus.

15



Antecedentes

De Igiri et al. en Nigeria, 2018, determinaron cuantitativamente los componentes
fitoquimicos de los extractos de raiz, corteza y hoja de Hura crepitans y sus actividades
antimicrobianas. Los resultados del analisis fotoquimico revelaron la presencia de saponinas,
alcaloides, polifenoles, flavonoides y fenoles que fueron mas altos en la hoja. Los terpenoides
fueron mas altos en la corteza y las lactonas de sesquiterpeno mas altas en la raiz. Las zonas de
inhibicion a una concentracion de 25mg/ml de extracto de corteza fueron de 18+0,12 mm frente
a S. aureus; mientras que la concentracion de 50 mg/ml de hoja presenté una zona de inhibicién
de 27£0,20 mm) (12).

Trinel et al. en Francia 2018, realizaron el perfilado de latex de Hura crepitan L. por
cromatografia, para identificar daptanos, diterpenos y cerebrésidos Los resultados demostraron
que la presencia de esteres de dafina y cerebrosidos, en 24 esteres de dafina y 10 cerebrosidos.
Entre ellos, 17 dafananos diterpenos y los cerebrosidos se describen por primera vez en el género

Hura. Este estudio reveld los componentes quimicos de latex de H. crepitan, su riqueza y

(13)
diversidad quimica en los diterpenos de dafina

Johnson et al. en Nigeria, 2018, realizaron la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNP)
utilizando extracto acuoso de semilla de Hura crepitans, estos autores nos mencionan la
siguiente metodologia: “luego de haber probado el efecto de extracto acuoso de semilla de Hura
crepitans contra dos gram positivos (S. aureus y B. subtilis) y microbios gramnegativos (E.
aerogenes y E. coli) para evaluar sus actividades antimicrobianas. Las nanoparticulas
sintetizados mostraron inhibicién contra los microbios gram positivos y negativos ensayados
usando difusion en pozos de agar del orden de 4.5 mm para E. aerogenes, 4.5 mm para E. coli,
2.5 mm para S. aureus y 6.5 mm para B. subtilis. Los resultados sugirieron que la semilla
de Hura crepitans exhibid buenas actividades antimicrobianas contra microbios

seleccionados”®¥,

16



Ujunwa, en Nigeria, 2018, evaluo el perfil nutricional, el perfil de aminoacidos, el aceite
y los factores toxicoldgicos de las semillas de Hura crepitans. En las semillas se encontraron
flavonoides (17.50% en crudo), alcaloides (6.20% en crudo), taninos (5.24% en crudo), y
glucésido cianogénico (1.76% en crudo), los principales acidos grasos en el aceite fueron oleico
(28.59%), linoleico (25.12%) y laurico (14.67%) 9,

Azuaje et al, en Venezuela, 2017, evalud la actividad anti fungica de los extractos
hexanoico, etandlico y a cetdnico de las hojas de Hura crepitan L; por el método de difusion
en agar con discos frente a Candida albicans B-385. Solo el extracto etanolico inhibio el
desarrollo de C. albicans con una concentracién inhibitoria minima (CIM) de <20mg/ul. El
estudio fotoquimico del extracto etanolico revelo compuestos como saponinas y esteroides,
caracteristicos de esta especie. Estos resultados contribuyen al estudio de las actividades
bioldgicas de H.crepitan ya que es la primera vez que se reporta la actividad anti fungica del

extracto etano lico de las hojas 19
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Bases tedricas de la investigacion

Propagacion bacteriana

El contagio bacteriano producida por bacterias unicelulares que no se pueden observar a
simple vista, causan infecciones que afectando diferentes partes del cuerpo humano

desencadenando signos y sintomas muy graves “*2),

Staphylococcus aureus.

Esta bacteria es muy peligrosa y en todas partes del mundo son las principales causantes
de mortalidad y morbilidad; el proceso patoldgico puede tener un inicio de propagacion rapida
y con una alta resistencia a la meticilina; convirtiéndose en un protagonista de infecciones

intrahospitalarias resistentes a la meticilina ¢>7,

Etiopatogenia

Staphylococcus aureus es una bacteria relacionada de manera habitual con las
ulceraciones en la piel y deméas 6rganos a nivel periférico y metéstasis. Estos procesos clasicos
de Staphylococcus aureus define el marco en que evoluciona la enfermedad. Este
microorganismo produce una reaccion antiinflamatoria la que ocasiona una cadena de aumento

de leucocitos polimorfos nucleares y una penetracion de células macréfagos y fibroblastos @9,

Mecanismo de virulencia

La contaminacion por invasion de Staphylococcus aureus, pueden estar producido por
resistentes como no resistentes y por las adhesiones de estas a la piel dafiada. La resistencia es
consecuencia de las interacciones de multiples receptores de Staphylococcus aureus durante la
adherencia que pueden producir un proceso de sepsis, en donde estan involucrados la

fibromectina, laminina y fibrindgeno 617,

18



La infeccion a causa de biotoxinas, son procesos causados por la presencia de

metabolitos en la zona de herida que generan una serie de reacciones que ocasionan las
manifestaciones clinicas 1819,

Etapas de la infeccion por Staphylococcus aureus.

El tiempo de incubacion es de 2-4 horas. Los sintomas mas predominantes son nauseas,
vomitos, espasmo de estdbmago, arcadas, diarrea, deshidratacion, palidez y colapso nerviosos;
con el tratamiento correcto la curacion es en un plazo de 1-2 dias. Este microorganismo produce

7 neurotdxicas con serotipos diferentes %20,

Fitoterapia

La fitoterapia es una ciencia que inicia con el recojo de datos muy antiguos sobre los
efectos terapéuticos de una gran variedad de plantas y someterlas a estudios con el fin de obtener
y aislar metabolitos muy eficaces y seguros; con ayuda de la tecnologia se han podido

seleccionar plantas que contienen metabolitos muy activos y a la vez muy toxicos 22,

Planta medicinal

Son aquellas plantas que pueden utilizarse enteras o por partes especificas para tratar
enfermedades de personas, animales o para curar lesiones; pues estas contienen principios
activos con actividad farmacolégica y que se extraen utilizando diferentes procesos para luego

transformarlas en formas galénicas que son usadas para tratar diversas afecciones por los seres

humanos 425,
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Principio activo

Es aquel elemento que presenta accion farmacoldgica y que es extraida de forma natural
0 sintética y se pude utilizar para tratar cualquier enfermedad o dolencia a traveés de su

administracion a dosis terapéutica 27,

Extracto vegetal

Compuestos producidos por la obtencion de sustancias biolégicamente activas presentes
en tejidos de plantas; estas sustancias se obtienen mediante procesos que no afecten los

principios activos que interés farmacoldgico ?628),

Hura crepitans

Hura crepitans es un arbol que crece hasta 40 metros de altura. Se puede distinguir por
presentar muchas espinas oscuras, puntiagudas (conicas). Su nombre comun 'Monkey-no-climb
es en referencia al caracteristico tronco espinoso. Las hojas son delgadas como el papel, en
forma de corazon y de hasta 60 c¢cm de largo. La estructura similar a las bayas son en realidad

las flores masculinas que no tienen pétalos.

Las flores masculinas crecen en espigas largas; Las flores femeninas son solitarias. Las
flores masculinas son ovoides a cénicas (5 por 2 cm), en su mayoria de color rojo oscuro. Tallos
de flores (pedicelos) de hasta 10 cm de largo; flores femeninas
sin pedicelo; colgante pedicelo fructifero hasta 6 cm; fruta oblata (3-5 x 8-9 cm) de diametro,
de color marrdn rojizo, céncava en la punta y la base, ranurada longitudinalmente. Las frutas
son capsulas en forma de calabaza, de 3-5 cm de longitud con un diametro de 5-8 c¢cm; Tiene
16 carpelos dispuestos radialmente alrededor del eje central. Las semillas son aplanadas y tienen

unos 2 cm de diametro 3,

20



HIPOTESIS
Hipdtesis Alternativa (Hi):

El latex de Hura crepitans (CATAHUA) presenta efecto antibacteriano in vitro sobre

los cultivos de Staphylococcus aureus.
Hipotesis Nula (Ho):

El latex de Hura crepitans (CATAHUA) no presenta efecto antibacteriano in vitro sobre

los cultivos de Staphylococcus aureus.

21



1. METODOLOGIA

2.1. Objeto de estudio:

El presente trabajo de investigacion es de tipo experimental, de nivel explicativo y
enfoque cuantitativo. El estudio experimental estuvo formado por 25 placas Petri, conteniendo
Agar Miller Hinton y el sembrado de cultivo de S. aureus de las cuales se subdividieron en 5

grupos conformados por: @718,

Grupo blanco

Formado por 05 placas con Agar Miller Hinton como medio de cultivo, se utilizé el
cultivo de Staphylococcus aureus. se colocaron 04 discos conteniendo el solvente de dilucién
del latex (Solucidn salina tamponada 0.14M-Na CL en solucidén reguladora de fosfato de 5m M
—sodio, pH 7.2), utilizando la técnica de Kirby— Bauer, se incubd por 24 horas a una temperatura

35%C-37°C. La lectura se realizo a las 24 horas usando un vernier manual.

Grupo Estandar farmacolégico: Formado por 05 placas con Agar Muller Hinton como
medio de cultivo, se utilizd cultivo de Staphylococcus aureus. se colocaron 04 discos
conteniendo doxiciclina (30ug/disco), utilizando la técnica de Kirby—Bauer, se incub6é por 24
horas a una temperatura 35°C-37°C. La lectura se realiz6 a las 24 horas usando un vernier

manual.

Grupo Experimental I:

Formado por 05 placas con Agar Muller Hinton como medio de cultivo, se utilizo el
cultivo de Staphylococcus aureus. se colocaron 04 discos conteniendo el latex de Hura
crepitans (CATAHUA) diluido al 25% en Solucion salina tamponada 0.14M-Na CL en solucién

reguladora de fosfato de 5m M —sodio, pH. 7.2; utilizando la técnica de Kirby—Bauer, se incubd
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por 24 horas a una temperatura 35°C-37°C. La lectura se realizo a las 24 horas usando un vernier

manual.

Grupo Experimental 11:

Formado por 05 placas con Agar Muller Hinton como medio de cultivo, se utilizo el
cultivo de Staphylococcus aureus. se colocaron 04 discos conteniendo el latex de Hura
crepitans (CATAHUA) diluido al 50% en Solucién salina tamponada 0.14M-Na CL en solucion
reguladora de fosfato de 5m M —sodio, pH. 7.2; utilizando la técnica de Kirby—Bauer, se incub6
por 24 horas a una temperatura 35°C-37°C. La lectura se realiz6 a las 24 horas usando un vernier

manual.

Grupo experimental 111

Formado por 05 placas con Agar Muller Hinton como medio de cultivo, se utilizd el
cultivo de Staphylococcus aureus. se colocaron 04 discos conteniendo el latex de Hura
crepitans (CATAHUA) diluido al 75% en Solucion salina tamponada 0.14M-Na CL en solucién
reguladora de fosfato de 5m M —sodio, pH. 7.2; utilizando la técnica de Kirby—Bauer, se incub6
por 24 horas a una temperatura 35°C-37°C. La lectura se realiz6 a las 24 horas usando un vernier

manual.

Poblacién y muestra:
Poblacion:
Dado que se trata de un estudio experimental que utiliza cultivos de Staphylococcus

aureus no es necesario presentar una poblacion.
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2.2. Instrumentos, técnicas, equipos de laboratorio de recojo de datos

Definicion

Variable Definicidén conceptual : Dimensiones Indicadores
operacional
Producto vegetal que es | Se obtiene por goteo
. G Latex al 25%
una mezcla compleja de | de un corte de la !
sustancias, incluyendo | corteza de Hura
Independiente varias resinas de goma, | crepitans G, Latex al 50%
Concentracion del | grasas o ceras 'y, enalgunos | (CATAHUA) el cual
latex de Hura | casos, compuestos | sera  diluido  en
A 0
crepitans venenosos, suspendidos en | Solucion salina Gs Latex al 75%
(CATAHUA). un medio acuoso en el que | tamponada 0.14M-
se disuelven sales, | Na CL en solucion Ge Doxiciclina 30 ug
azulcares, taninos, | reguladora de fosfato
alcaloides, enzimas y otras | de 5m M -sodio, Solvente de
iag (13). (8)
sustancias Ph7.2 Gs dilucion de latex
Es el efecto logrado al | Se calcula a partir de )
o o _ Sensible > 21mm
inhibir el crecimiento de | la medida de los - '
una determinada colonia | halos de inhibicion
i . . S - Intermedio
Dependiente: de bacterias por inhibicién | del crecimiento 16 - 20mm.
Ef L .
ecto 0 destruccion de las | bacteriano alrededor
antibacteriano. mismas 8. de los discos
conteniendo los | Resistente <I5mm.

extractos 19
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Técnica e instrumentos de recoleccion de datos

Material vegetal y obtencion de los extractos:

El latex de Hura crepitans se obtuvo de la corteza de la planta luego fue inmediatamente
diluido con solucion salina tamponada (0.14M-Na CL en solucion reguladora de fosfato de 5m

M —sodio, Ph7.2) y congelado 9.

Teécnica de Sembrado.

Los cultivos de S. aureus se sembraron en un medio de cultivo Agar MH. El tiempo de
incubacion y observacion del crecimiento es en 24h. a una temperatura de 37 °C, después de la
incubacion y observacion del crecimiento de los cultivos, se transfirié utilizando un bucle estéril,
tomando una parte de las colonias cultivadas a un tubo de ensayo que contiene 500ul de la
solucién tamponada con fosfato (PBS) con un pH 7,2. Después de homogenizar las colonias de
S. aureus en la solucion tampén. Se prepar6 la solucién del Nefelometro de Mac Farland, con
densidad celular de 1 x 10% UFC/ml. (0.5 del nefelémetro). Seguidamente, se colocaron de 2 a
3 colonias de S. aureus en suero fisiologico previamente esterilizado para determinar el grado

de turbidez segun la escala de Mac Farland /28,

Preparacion del in6culo para S. aureus.

Se prepara usando un asa bacterioldgica, transferir estas colonias, tocando la parte
superior de cada una con asa bacteriolégica en el cultivo se toca 4 -5 colonias >Imm con un
tiempo de incubacion de 24h. No se puede utilizar cultivos de mas de 24h. Para el crecimiento
de la bacteria se realiza en un medio de cultivo de Agar MH en una placa. Incubar este cultivo
de 35°C- 37°C. Se diluye el cultivo al suspender en un tubo con solucion salina estéril o caldo
estéril, para obtener una turbidez equivalente al tubo 0.5 de la escala de Mc Farland. Se agita y
se ajusta a una densidad optica de 0.5 Mc Farland, afiadiendo la cantidad necesaria de la solucion

salina. En la cual esta solucion tiene una concentracion de 1x106-5x106UFC/ml ¢7:28),
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Siembra de la muestra:

Se utilizé un asa bacteriologica o un hisopo estéril, luego se sumergio en la solucién
preparada para tomar S. aureus. Se coloca el aplicador por encima del nivel del contenido o la
muestra del tubo y se gira por las paredes del mismo para remover el exceso del inoculo. En la
superficie de la placa con el medio de cultivo, se siembre el in6culo de manera uniforme. La
siembra se hace en 3 direcciones evitando el exceso. Se deja la placa tapada entre 5 minutos
para que la superficie del medio se seque. Después del sembrado de la bacteria en estudio, se
coloca los discos en la superficie del Agar dentro de la placa usando pinzas estériles, presionar
los discos suavemente sobre el medio de cultivo para asegurar la adherencia al medio y el
contacto sea uniforme. En la superficie de la placa se coloca 3 discos en la periferiay 1 en el
centro, con una medida de 2cm de distancia entre disco y disco, para evitar que el halo de
inhibicidon quede sobrepuesto. Se incuba las placas con el sembrado inmediatamente a una
temperatura 35°C - 37°C. Se realiz6 la lectura de los halos de inhibicion después de los tiempos

a los que estén expuestos, en 24h @8,

Meétodo de difusion de discos:

El método méas comun en la evaluacion antimicrobiana es el ensayo Kirby-Bauer. Los
discos empleados son impregnados del latex de Hura crepitans en diferentes concentraciones
(25%,50% y 75%) para colocarlas en cada placa a una distancia establecida. Al ser sometidos a
incubacion de 37°C en 24 h. para S. aureus, el latex difunde radialmente desde el disco a través
del Agar, la concentracion disminuye al extenderse y alejarse desde el punto de disco. Llega a
un punto en que el extracto no ejerce actividad antibacteriana frente al cultivo. Al medir el
diametro del area de inhibicidn alrededor del disco, puede clasificarse en diferentes categorias

de sensible, intermedio o resistente (S,1,0 R) ¢729),
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2.3. Analisis de lainformacion

La recoleccion de informacion se realizé usando una ficha de recoleccion de datos, para
luego ser tabulados en el programa Excel 2013, y ser procesados a través del paquete estadistico
SPSS-Version 25.0. Para lo cual se contd con un profesional estadistico, por criterios de
normalidad de los datos se utilizé la prueba ANOVA para la comparacion entre varios grupos
ya sea inter e intra grupos (grado de confianza 95% - & < 0,5) y la prueba T-student para la

comparacion entre dos grupos (la medicion durante 24 horas) @,
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2.4. Aspectos éticos en investigacion
El presente trabajo de investigacion de disefio experimental fue realizado teniendo en
cuenta las normas del “Codigo de Etica de Investigacion Cientifica” de la Universidad Catolica

de Trujillo-Benedicto XV1, siguiendo los preceptos que la rigen:

Fomento del desarrollo sostenible:

Proponer, disefiar, desarrollar, ejecutar y difundir investigaciones cientificas que
respeten y protejan la biosfera y la biodiversidad con criterios de sostenibilidad, pertinencia y
validez cientifica, evitar todo dafio o acciones lesivas a la naturaleza, lo que significa entender
y considerar el nivel de interrelacion intima que existe entre todos los elementos bioticos,
abioticos, socioecondmicos, culturales y estéeticos entre si y con los individuos que integran una
comunidad. Esta incluye el respeto absoluto del patrimonio genético de las diversas variedades

de seres vivos. Respetar la vida y el valor de los demas seres vivos.

Responsabilidad, rigor cientifico y veracidad:

Observar una conducta cabal durante el desarrollo de una investigacion, sin abrogarse
logros que no correspondan con las responsabilidades asumidas, ni incurrir en practicas de
suplantacion o encubrimiento con el fin de obtener un beneficio para si o para un tercero.
Responsabilidad respecto a la pertinencia, alcances y repercusiones de sus investigaciones, tanto
a nivel individual, institucional y social. Proceder con rigor cientifico para asegurar la validez,
fiabilidad y credibilidad de fuentes, métodos y datos. Desplegar estricto apego a la veracidad en

todas las etapas del proceso de la investigacion.

Divulgacion responsable de la investigacion:

Es responsabilidad de todo investigador publicar y difundirlos resultados de una

investigacion realizada en un ambiente de ética, pluralismo ideoldgico y diversidad cultural.
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También devolver los resultados a las personas, grupos y comunidades participantes en la

investigacion.

Justicia y bien comun:

Todos los que estén comprometidos en la investigacion en la UCT deben anteponer la
justicia y el bien comun al interés personal, evitando los efectos nocivos que puedan generar las

investigaciones en las personas, el ambiente y la sociedad ©%.
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I11. RESULTADOS
Tabla 1.

Prueba de analisis de varianza del efecto antibacteriano del Latex de Hura crepitans
“catahua” a diferentes concentraciones y doxiciclina como control positivo sobre cultivos de

Staphylococcus aureus in vitro.

ANOVA
Léatex hura crepitans “catahua”
Fuente de Suma de | Media = Si
variacion cuadrados gl cuadratica g
Tratamiento 1738.4 3 579.47 2420.55 0.000
Error 18.2 76 0.24

experimental

Total 1756.62 79

Fuente: Ficha de recoleccién de datos para medir el tamafio de los halos de inhibicion (mm)
sobre cultivos de Staphylococcus aureus.
Salida SPSS version 25.0

Interpretacion.

En la Tabla 1 se observa el andlisis de varianza (ANOVA) del efecto antibacteriano del
Latex Hura crepitans “catahua” a las concentraciones : 25%, 50%, 75% y doxiciclina como
control positivo sobre cultivos Staphylococcus aureus. La prueba F calculado es 2420.55 con
nivel de significancia de 0.000, la cual es menor al 5% (p < 0.05), es decir, se demuestra

actividad antibacteriana.
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Tabla 2.

Prueba Post Hoc del efecto antibacteriano del Latex Hura crepitans “catahua” a
diferentes concentraciones y doxiciclina como control positivo sobre cultivos de Staphylococcus

aureus in vitro.

POST HOC
HSD Tukey
EoieEiEEGn oo LEAEx . Subconjunto para alfa =0.05
Hura crepitans “catahua” 1 2 3
Latex 25% 20 11.77
Latex 50% 20 14.76
Latex 75% 20 18.67
Doxiciclina 20 24.23
Sig. 0.575 1.000 0.816

Fuente: Ficha de recoleccion de datos para medir el tamafio de los halos de inhibicidn
(mm) sobre cultivos de Staphylococcus aureus.
Salida SPSS version 25.0

Interpretacion.

En la Tabla 2 se observa el analisis Pos Hoc (POST-ANOVA) del efecto antibacteriano
del Latex de Hura crepitans “catahua”, sobre cultivos de Staphylococcus aureus in vitro, a las
concentraciones de: 25% con un halo promedio de 11.77 mm donde segln la escala del CLSI
es de nivel resistente, a la concentracion de 50% con un halo promedio de 14.76 mm donde
segun la escala del CLSI es de nivel resistente, a la concentracién de 75% con un halo promedio
de 18.67 mm donde segun la escala del CLSI es de nivel intermedio y doxiciclina (30ug) como
control positivo con un halo promedio de 24.23 mm donde segun la escala del CLSI es de nivel
sensible. Siendo la concentracion de latex del 75% el que presenta un efecto intermedio y la
doxiciclina que tienen mayor efecto antibacteriano en cultivos de Staphylococcus aureus in vitro

respecto a las otras concentraciones.
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Tabla 3.

Actividad antibacteriana, in vitro, por diferentes concentraciones de Latex de Hura

crepitans “catahua” sobre cultivos de Staphylococcus aureus expresados por el diametro del

halo (mm) de inhibicién a las 20 horas de incubacion, usando doxiciclina como grupo control

positivo.
Diametro de los halos de inhibicion (mm) en los cultivos de Staphylococcus
aureas
Latex de Hura crepitans ?[))(;);(é%cilslcnoa igll\éf:;e
Discos 75% 50% 25% Control (+) Control
()
1 19.07 14.21 11.27 24.18 0
2 18.32 15.53 12.33 24.72 0
3 19.18 14.78 11.54 23.89 0
4 18.56 15.32 12.76 25.04 0
5 18.89 13.96 12.38 25.11 0
6 18.28 14.85 12.14 24.32 0
7 18.97 13.86 11.88 23.95 0
8 18.65 13.76 11.23 24.65 0
9 18.48 14.45 11.92 24.08 0
10 18.83 15.56 11.56 23.91 0
11 18.93 14.97 11.37 24.15 0
12 18.41 15.37 11.29 23.77 0
13 19.05 15.65 12.18 24.67 0
14 18.45 14.93 11.17 23.55 0
15 18.26 13.81 11.16 23.75 0
16 18.16 14.76 11.83 23.35 0
17 18.76 15.46 11.92 24.47 0
18 18.57 13.98 11.46 23.78 0
19 18.93 14.87 11.97 24.52 0
20 18.65 15.12 12.04 24.74 0
Promedio 18.67 14.76 11.77 24.23 0
Desv. 0.3035 0.6400 0.4589 0.4952 0

Fuente: Ficha de recoleccion de datos para medir el tamafio de los halos de inhibicidn
(mm) sobre cultivos de Staphylococcus 4ureus. Salida SPSS version 25.0
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Figura 1.

Comparacion del efecto antibacteriano, de Hura crepitans en los cultivos de de
Staphylococcus aureus expresados por el diametro del halo (mm) de inhibicién a las 20 horas
de incubacion, usando doxiciclina como grupo control positivo.

30
. 25 24.23
€
€
£ 20 18.67
o
© 14.76
15
3 11.77
o
© 10
€
K
a
5
0
Latex de Hura crepitans 30ug
75% 50% 25% Doxiciclina

Fuente: Tabla 3
Salida SPSS versién 25.0

Interpretacion.

En la Figura 1 se observa la comparacién del efecto antibacteriano, expresados por el
diametro promedio de los halos de inhibicion en los cultivos de Staphylococcus aureus con 20
hrs de incubacion, producidos por las concentraciones de Latex de Hura crepitans “catahua”
25%, 50%, 75% y doxiciclina como control positivo. Determinandose que la dosis con mayor
actividad antibacteriana en los cultivos de Staphylococcus aureus in vitro es con la
concentracion de 75% de latex de Hura crepitans “catahua” y la doxiciclina segun la escala

CLSI.
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Figura 2.

Desviacién Estandar del didmetro de los halos de inhibicion (mm) producidos por los
discos de papel que contienen 5 uL de latex Hura crepitans “catahua” al 75%.

=—4—75% =—#—PROMEDIO == LIMITE MAXIMO == LIMITE MINIMO

19.4
19.2

19
18.8

18.6

Diametro del halo en mm

18.4

18.2

18

i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Repeticiones

Fuente: Tabla 3.
Salida SPSS versién 25.0
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Didmetro del halo en mm

Figura 3.

Desviacion Estandar de los halos de inhibicién (mm) producidos por los discos de papel
que contienen doxiciclina a la concentracion de 3ug/disco.

=—4#— Doxiciclina =M= PROMEDIO ==& LIMITE MAXIMO === LIMITE MINIMO

25.5
25
24.5

AV AR Y AN W W ¢

24

23.5

23
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Repeticiones

Fuente: Tabla 3.
Salida SPSS versién 25.0
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IV. DISCUSION

En la tabla 1 se observa la prueba de hipétesis para el presente estudio, donde se aprecia
que el valor de p<0.05 es decir el Andlisis de Varianza (ANOVA) sefiala una diferencia
estadisticamente significativa, aceptando la hipotesis alternativa, el latex de Hura crepitans
presenta efecto antibacteriano frente a cultivos de S. aureus; estos resultados concuerdan con lo
reportado por lgiri et al, quienes reportan un halo de inhibicion de 18+0,12 mm; el efecto
antibacteriano podria estar mediado por la presencia de terpenoides y lactonas de
sesquiterpenos, que se encuentran en cantidades considerables en las cortezas de esta especie

vegetal 12,

Los tejidos vegetales son fuentes naturales de moléculas bioactivas para el control de
patdgenos que causan infecciones en plantas y humanos, ya que contienen metabolitos
secundarios con actividad antibacteriana, especialmente terpenoides que son responsables de la

proteccion de varias plantas contra herbivoros y patdgenos @9,

En la Tabla 2 se observa que luego del analisis Pos Hoc (POST-ANOVA) del efecto
antibacteriano del Latex de Hura crepitans “catahua”, sobre cultivos de Staphylococcus aureus
in vitro, las concentraciones de 25% y 50% tuvieron halos promedios de 11.77 mm y 14.76
mm respectivamente en ambos casos son de nivel resistente segln la escala del CLSI mientras
que a concentracion de 75% el halo promedio de inhibicion fue de 18.67 mm que seglin escala
del CLSI es de nivel intermedio y el farmaco de referencia doxiciclina (30ug) tuvo un halo
promedio de 24.23 mm que segun escala del CLSI es de nivel sensible. Estos valores indicarian
que el efecto antibacteriano del latex de H. crepitans es dependiente de la dosis usada, ya que

la concentracion mas alta (75%) fue la que mostrd los mayores halos de inhibicién.

En la Tabla 03 donde se observa el promedio y la desviacién estandar de cada grupo de
experimentacion, donde los valores mas considerables en los halos de inhibicion fueron

presentados por el famaco de referencia y por el extracto de H. crepitans al 75%. En la Figura
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1 se puede apreciar el comparativo del efecto antibacteriano, expresados por el diametro
promedio de los halos de inhibicion en los cultivos de Staphylococcus aureus con 20 hrs de
incubacidn, producidos por las concentraciones de Latex de Hura crepitans “catahua” 25%,
50%, 75% y doxiciclina. Aqui nuevamente se aprecia que entre los grupos de experimentacion
el de mayor actividad antibacteriana en los cultivos de Staphylococcus aureus in vitro es con la

concentracion de 75% de latex de Hura crepitans “catahua” segun la escala CLSI.

El mecanismo de la actividad antibacteriana de los terpenoides esta asociado a la pérdida
de la integridad de la membrana celular y una fuga de iones tras el tratamiento a células Gram-
negativas y Gram-positivas con terpenoides después de un tratamiento prolongado; también se
observan fugas de material genético y aumento de la permeabilidad de la membrana para otras
moléculas; el grupo hidroxilo del resto fenol, en algunos terpenoides, es esencial para su efecto,
ya que ni los derivados de O-metilo ni los grupos bencilicos son tan efectivos; por lo tanto, se
presume que la perturbacién del homeostasis idnica es la responsable de la actividad
antibacteriana; al aumentar la permeabilidad de la membrana celular, esto seria la clave para la

accion de los terpenoides contra las células bacterianas 2.

La figura 02 y 03 muestran los rangos de variacion entre las desviaciones estandar de los
grupos de experimentacion, se aprecia que 06 valores del grupo experimental del extracto H
crepitans al 75% se encuentran fuera de los limites superiores e inferiores del rango promedio,
mientras que en el grupo de Doxiciclina esto ocurre s6lo con 4 valores, esto es atribuible a que
en el grupo del extracto se encuentran un nimero mas grande metabolitos secundarios
responsables de la actividad antibacteriana, mientras que en el farmaco es una molécula

purificada con mecanismo de accion antibacteriano ya conocido.

La identificacion de esteres de dafina y cerebrdsidos reportados por Trinel et al, podrian
explicar el mecanismo dependiente de la concentracion, observado en el presente estudio;

debido a que los ésteres de dafina al igual que los cerebrésidos inducen respuestas rapidas en la
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generacion de especies reactivas de oxigeno, lo que llevaria a inestabilidad de la pared celular
bacteriana, activando enzimas proteoliticas del hospedero, llevando a una falla general de la
estructura de los proteoglicanos (efecto citotdxico)™®. Es importante recalcar que toda la planta
Hura crepitans poseeria estas propiedades antibacterianas pues como lo reporté Johnson et al,
incluso el aceite de las semillas de esta planta mostr6 actividad inhibitoria para S. aureus (6.5

mm) (4),

Dentro de los metabolitos que han sido identificados en H crepitans, segln reporta
Ujunwa et al., se encontraron flavonoides, alcaloides, taninos, y glucésido cianogeénico;
resultando cruciales en la explicacion del efecto antibacteriano la presencia de taninos; la
actividad antimicrobiana de los taninos incluyen la inhibicion de las enzimas microbianas
extracelulares, la privacién de los sustratos necesarios para el crecimiento microbiano o la
accion directa sobre el metabolismo microbiano a través de la inhibicion de la fosforilacion

oxidativa, se propone otro mecanismo que involucra la privacion de hierro 1%,

La actividad antibacteriana encontrada en el presente estudio puede ser comparada con
lo hallado por Azuaje et al, en Venezuela, 2017, evalud la actividad anti fangica de los extractos
hexanoico, etanolico y a cetdnico de las hojas de Hura crepitan L; por el método de difusion
en agar con discos frente a Candida albicans B-385. Solo el extracto etandlico inhibié el
desarrollo de C. albicans con una concentracion inhibitoria minima (CIM) de <20mg/ul. El
estudio fitoquimico del extracto etandlico revelo compuestos como saponinas y esteroides,
caracteristicos de esta especie. Estos resultados contribuyen al estudio de las actividades
biolégicas de H. crepitan ya que es la primera vez que se reporta la actividad anti fangica del

extracto etanolico de las hojas ).
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V. CONCLUSIONES

o El latex de Hura crepitans (CATAHUA) tiene efecto antibacteriano in vitro

sobre cepas de Staphylococcus aureus.

o Los halos de inhibicién presentados segun la concentracion del latex de Hura
crepitans (CATAHUA) al 25%, 50% y 75% sobre Staphylococcus aureus mostraron mejores
resultados cuanto mas alta fue la dosis (75%) sin embargo utilizando un fadrmaco de referencia
(Doxiciclina) los extractos no presentaron una respuesta significativamente similar al farmaco,

siendo éste el de mejores resultados.

VI. RECOMENDACIONES

o Seguir con futuras investigaciones al respecto de su efecto que denotd frente a la
bacteria de Staphylococcus aureus.

o Describir en futuras investigaciones el metabolito principal y responsable del

efecto antibacteriano para la elaboracion de compuestos antibacterianos.

o Aprovechar este compuesto fitoquimico en el tratamiento complementarios por

Staphylococcus aureus.
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Figura 4: Planta de Hura crepitans (CATAHUA)
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Figura 5: Certificacion de la planta de Hura crepitans (CATAHUA)

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE TRUJILLO.

Da Constancia de la determinacion taxonémica de un (01) espécimen vegetal:

. Clase: Equisetopsida
J Subclase: Magnoliidae.

. Super Orden: Rosanae

. Orden: Malpiguiales

. Familia: Euphorbiaceae
. Género; Hura

. Especie H. crepitans L.

Nombre comun;  ‘catahua’

Muestra alcanzada a este despacho por CARLOS JULCA SANCHEZ, identificado con
DNI: 43061806, con domicilio legal en Jr. Punta de Coca S.n. San Martin. Estudiante
de la Facultad de Ciencias de la Salud, Escuela Profesional de Farmacia y Bioguimica
de la Universidad Catdlica los Angeles de Chimbote (ULADECH), cuya determinacion
taxondmica servira para la realizacién del Proyecto de Tesis: Efecto antibacteriana in
vitro del latex de Hura crepitans "catahua” sobre cepas de Staphylococcus aureus

Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte interesada para los fines gue
hubiera lugar

Trujillo, 11 de octubre del 2019
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Figura 6: Extraccion del latex de Hura crepitans (CATAHUA)
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